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Die Anmelderin Deutsches Krebsf orschungszentrum Stiftung 
des offentlichen Rechts in Heidelbarg/Deutschland hat 
eine Patentanmeldvn.g unter der Bezeichnung 

"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA 
von Zellen" 

am 24. April 1996 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue 
Wiedergabe der urspriinglichen Unterlagen dieser Patent- 
anmeldung. . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig das Symbol 
C 12 Q 1/68 der international Patentklassif ikation erhal- 
ten. 



Munchen, den 7. Juli 1997 
Der President des Deutschen Patentamts 
Im Auftrag 




Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen" 

Unser Zeichen: K 2322 - hu / km 



BeSChfcibui iy 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen 
in der DNA von Zellen und einen zur Durchfuhrung des Verfahrens geeigneten 
Kit. 

Im Bereich der molekulare.n Tumorgenetik ist es wichtig zu wissen, welche 
genetischen bzw. zytogenetischen Veranderungen in bestimmten Tumoren 
vorliegen, in welcher Abfolge sie entstehen und ob sie mit dem kiinischen 
Verlauf, z.B. bei einer Therapie, korreliert sind. Um dies erfahren zu konnen, 
ware es notwendig, die DNA kleiner Zellpopulationen bzw. von Einzelzellen der 
Tumoren untersuchen zu konnen. Viele Versuche wurden unternommen, dies zu 
erreichen. Bisherige Ergebnisse sind allerdings nicht befriedigend. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem genetische bzw. zytogenetische Veranderungen in der 
DNA kleiner Zellpopulationen bzw. von Einzelzellen nachgewiesen werden 
konnen. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zum Nachweis 
numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen, das die folgenden Schritte 
umfaBt: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 
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(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten 
DNA von (a), 

(0 Amplication von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels 

eineS PQR- Vprfahrone i mtor W,^ -J r-> • 

- ,.w u..^, v ci vvcnuuiiy uci iag-rnmer von (a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von 
(c) in ublicher Weise. 

Der Ausdruck "normale Zellen" umfaGt Zellen jeglicher Art und Abstammung, die 
keine bekannten numerischen Veranderungen in ihrer DNA aufweisen. 

Aus solchen Zellen wird DNA isoliert und amplifiziert. Hierfur konnen ubliche 
Verfahren verwendet werden. Fur die Amplication bietet sich ein PCR-Ver- 
fahren an, bei dem tag-Primer verwendet werden. Der Ausdruck "tag" weist 
darauf hin, dafS die Primer degenerative (universelle) Primer sein konnen, d.h. es 
handelt sich urn Primer, die an vielen verschiedenen Stellen einer Zell-DNA 
binden konnen. Beispiele solcher Primer sind DOP- oder SiA-Primer. 

Der Ausdruck "zu untersuchende Zellen" umfaBt Zellen jeglicher Art und Ab- 
stammung. Insbesondere sind es Tumorzellen oder Zellen aus dem Blut von 
schwangeren Personen. Besonders bevorzugt sind Zellen einer kleinen Zell- 
population oder Einzelzellen. Ganz besonders bevorzugt sind Zellen mit einem 
Interphase-Kern. 

Die zu untersuchenden Zellen werden einer in situ Hybridisierung mit der am- 
plifizierten DNA aus den gesunden Zellen unterzogen. Hierfur konnen ubliche 
Bedingungen und Materialien gewahlt werden. 

Die DNA aus den in situ hybridisierten Zellen wird als Template fur eine Am- 
plication verwendet. Hierfur bietet sich ein PCR-Verfahren an, bei dem die 
vorstehenden tag-Primer entsprechend verwendet werden. 
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Die ampiifizierte DNA wird verwendet, urn numerische Veranderungen festzu- 
steilen. Hierzu konnen ubliche Verfahren durchgefuhrt werden. Gunstig ist es, 
ein "comparative genomic hybridization"-Verfahren (CGH) durchzufuhren (vgi. 
Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes 
5 Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A., New York, 1995, S. 191). 

Erfindungsgemaft wird auch ein Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens zum 
Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen, insbesondere von 
10 einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen, bereitgestelit. Ein solcher Kit 
umfaftt folgende Komponenten: 

(a) ampiifizierte DNA aus gesunden Zellen, wobei die DNA von tag-Primern 
flankiert ist, 

15 

(b) tag-Primer, und ubliche 

(c) Hilfsmittel, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numerischer 
Veranderungen in einer DNA eignen. 

20 1 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es mdglich, numerische Veranderungen in der 
DNA von Zellen, insbesondere kleiner Zellpopulationen und von Einzelzellen, 
nachzuweisen. Damit eignet sich die vorliegende Erfindung, in der Diagnostik 
von Erkrankungen eingesetzt zu werden, in denen es auf Untersuchungen 

25 kleinster Gewebeproben und Zellverbande ankommt. Solche Erkrankungen sind 
insbesondere Tumorerkrankungen. Desweiteren eignet sich die vorliegende 
Erfindung, embryonale Zellen im Blut von schwangeren Personen zu untersu- 
chen. Sie stellt damit eine neue Moglichkeit in der pranatalen Diagnostik dar. 

30 Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Figur 1 zeigt die schematische Darstellung des erfindungsgema&en Ver- 
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fahrens und 

Figur 2 zeigt chromosomale Uberreprasentationen in der Zellinie Col 
320HSR mit und ohne Anwendung des erfindungsgemalSen Ver 
fahrens "Tagged Genome Hybridization" (TGH). 

Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung. 
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Beispiel: Analyse kleiner Zellpopulationen der Zellinie Colo320 (HSR) mit 
dem erfindungsgemafcen Verfahren 

Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren (TGH-Verfahren, vgl. Fig. 1 ) 
an der Zeiiinie Coio320 (HSR) durchgefuhrt. Das TGH-Verfahren veriauft in 
mehreren Einzelschritten: 

Praparation von Colo320 (HSR)-lnterphasekernen auf Objekttrager. 
Herstellung eines "tag"-markierten Sequenzpoois normaler genomischer 
DNA mittels DOP-PCR. 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA 

In situ Hybridisierung der "tag"-markierten genomischen DNA auf Inter- 

phasekerne der Zeiiinie Colo320 (HSR). 

Isolierung von Colo320 (HSR)-Zelipopulationen definierter Anzahl mittels 
Mikromanipulation. Zur Verdeutlichung der Effizienz der TGH-Behandlung 
wurden sowohl mit "tag"-markierter DNA hybridisierte als auch nicht- 
hybridisierte Zellkerne isoliert und im weiteren verglichen. 
DNA-Amplifikation der isolierten Zellkerne mittels DOP-PCR. 
Verfahren der "comparative genomic hybridization" (CGH) zum Nachweis 

i 

chromosomaler Imbalancen der Colo320 (HSR)-Zellen. 

Bezuglich der Praparation der Interphasekerne, der Isolation genomischer DNA 
aus Blut und des CGH-Protokolls wird auf bekannte Verfahren verwiesen (vgl. 
Kallioniemi A, et al., Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes 
Chromosom Cancer, 10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromoso- 
mes, Hrsg. Verma R.S. und Babu A., New York, 1995, S. 191). 
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Schritt 1 

Herstellung eines "tag"-markierten Sequenzpools normaler genomischer DNA 
mittels DOP-PCR. 



Reagenzien. Puffer und Ldsur.ger.: 

lOx Reaktionspuffer: 20 mM MeCI 2 ; 500 mM KG: 100 mM Tris-HCl (pH 8.4); 1 
mg/mJt}elatine. 

lOx Nukleocid-Mix: 2 mM jecies Nukieotids (dATP, dCTP, dGTP , dTTP) (hergestelJt 
aus dem Deoxynucleoside-Triphosphat-Sec von Boehringer Mannheim. Kat.- Nr. 
1277049). 

lOx DOP- Primer: 20 u_M des OligonukJeotids 5'CCG ACT CGA GNN NNN NAT 
GTGG3*,(N = A. C. GoderT). 

Fur Minigeie: Agarose; TBE Puffer: 0.0S9 M Tris-Borat. 0,089 M Borsaure, 2 nCvI 
EDTA (pH 8,0); geeigneter GroBenmarksr (z.B. lkb-Marker; Kat.- Nr. 15615-016; 
Gibco BRL, Eggenstein); Geiladungspurfer mit 0.25% Bromphenolbiau und 309c 
Gycerol. 

Zu markierende bzw. amplifizierende Ausgangs-DNA normaler Zellen. 
Detcilliener Ablauf: 

1 . In ein 500 ill RsaktionsgefaB (PCR-GefaBe mit integrierter Volumenbegrenzung; 

Sarstedt, Numbrecht) wurden aufEis foigende KomDonenten pipetden (Ges.-Vol. 50 

100 ng genomische Ausgangs DNA 
5 pj lOx Reaktionspuffer 
5}il lOxNukleotid-Mix 
5 nl lOx DOP-Primer 
H 2 0 ad 50 |il 

1.25 U Taq- Polymerase (sollte zuletzt zugesetzt werden). 
Als Negativkontrolle wurden dieselben Komponenten pipettiert, jedoch ohne Zugabe 
der Ausgangs-DNA. 

Fiir die PCR-Reaktionen kam ein Gerat der Omnigene/Hybaid (Typ A2 1 623; Lieferant 
MWG Biotech, Ebersbach b. Miinchen) zum Einsatz. Das foigende 
Temperaturprogramm wurde verwendet: 

Initiale Denaturierung der Ausgangs DNA durch Erhitzen auf 93°C fur 10 min. 



5 ZykJen (sog. "low stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, 1 min; 30°C, 3 min; 30°C -72°C, 3 min.; 72°C, 3 min. 

35 Zyklen (sog. "high stringency Phase") mit jeweils: 

94°C, 1 min.; 62°C, 1 min.; 72°C, 3 min (mit einer Veriangerung von i sec / 

ZykJus); 

Ein finaler Extensionsschritt bei 72°C fiir 1 0 min. 
4 . Nach der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot von 7 jil des Produkts auf einem 

Agarosegel aufgetrennt. AJs GroBenmarker diente ein 1-kb Marker. Die Auftrennuns 
erfolgte irr lx TBE-Puffer fur 30 min bei 100 Volt. Die aufgetragene DNA wurde durch 
Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und photographiert. Ein "Schmier" 
mit DNA-Fragmenten zwischen 200 Basenpaaren und 2000 Basenpaaren war i. d. R. 
sichtbar. In der Negativkontrolle war keine DNA in diesem GroBenbereich 
' nachweisbar. 

> . AbschiieBend wurden die restlichen NukJeotide von der "tag"-markienen DNA m.K. 
eines "PCR-Purification Kits" (Diagen GmbH, Hilden, Kat.- Nr. 28106) abgetrennt. 

Schritt 2 

Modifizierung der "tag"-markierten genomischen DNA fur die in situ 
Hybridisierung. 

Reagen zien. Puffer und Ldsungen 

lOx Reaktionspuffer mit 0.5 M Tris-HCl (pH 3,0), 50 raM MgCl 2 , 0,5 mg/mJ bovinem 
Serumalbumin (Fraktion V, Kat.- Nr. 735078, Boehringer Mannheim) 
0. 1 M B-Mercaptoethanol. 

lOx Nukieotidstammiosung mit 0,5 miM dATP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM dGTP, 0,125 
mM Digoxigenin- 1 1-dUTP (Boehriger Mannheim, Kat.-Nr. 1558706), 0,375 mM 
dTTP. 

Escherichia coli-DNA-Polymerase I (New England Biolabs GmbH, 
Schwalbach/Taunus, Kat.- Nr. 209L). 

DNase I-Stammlosung: 3 mg in 1 ml 0.15 M NaCl, 50% Glycerol. 
Saulenpuffer: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 0.1% SDS. 
Saulen: Sephadex G50 (Medium), 1 ml Tuberkulinspritzen (z. B. "Primo" von 
Pharmaplast A/S, DK-4970 Rodby) , Glaswolle. 

FiirMinigel: Agarose; TBE-Puffer; lkb-GroBenmarker (Gibco BRL, Eggenstein, Kat.- 



Nr. 15615-016); Gelladungspuffer (s.o.) 
Detaillierter Ablaiif: 

1 . 2 ug der "tag"-markierten DNA (s. Schritt 1) wurden zusammen mit 10 ul des 10.x 
Reakrionspuffers, 10 ul 6-Mercaptoethanol, 10 |xl der Nukleotidstammlosung, 20 U 

der DNA-PolVTTlffrflCP T T ill 1 . 1Ar>A T/-.J.-: ,-!-=. rs\;. ^ 

" ■> — - -**>- - ^-"'w law vciuuiuiuug der l^iNSeotammiosung (in 

Wasser) in ein ReaktionsgefaB pipettiert. 

2 . Die Modmzierungsreaktion erfolgte bei 15°C fur 30-40 min. 

3 . Das Reaktionsgemisch wurde auf Eis gestellt und ein .Aliquot auf die fur die in situ 
Hybridisierung geeignete FragmentgroBe getestet. 

4 . Die Fragmentlange der DNA wurde durch Gelelektrophorese bestimmt. 10 .ul des 
Reaktionsanatzes wurden mit 3 .ul Gelladungspuffer versetzt und im kochenden 
Wasserbad fur 2-3 min denaturiert. Nach weiteren 3 min auf Eis wurde das Aliquot auf 
ein 1-2 % Agarose-Minigel zusammen mit dem 1 kb-Gro8enmarker aufgetragen. Die 
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 15 Wcm fur 30 min. Nach Anfarbuns 
rrut Ethidiumbromid konnte das Gel unter UV-Licht photographien und die GroBe der 
DNA-Fragmente erminelt werden. 

5 . Im optjmalen Faile sollten die DNA-Fragmente in einem GroBenbereich zwischen 500 
und 1000 Basenpaaren liegen. Lag die durchschnittliche GroBe der Fragmente oberhalb 
dieses Bereiches, wurde die verbliebene DNA nochmals mit DNase I inkubiert, bis die 
optimale GroBe der Fragmente erreicht war. 

6 . Urn die DNase zu inaktivieren, wurden dem Ansatz 2 ul 0.5 M EDTA 
(Endkonzentration 10 mM) und 1 uJ 10% SDS (Endkonzentration 0.1%) zugesetzt und 
der Reaktionsansatz bei 68°C fur 10 min erhitzt. 

7 . Nichtinkorporiene Nukleotide wurden von der DNA-Probe durch Gelfiitradon mittels 
Trennsauien abgetrennt, die folgendermaBen hergesteilt worden waren. 

(a) Erne 1 ml-TuberkulinspriLze wurde zunachst mit Glaswolle bis zur 0.2 
ml-Markierung gepackt und dann mit gepuffenem Sephadex G50 bis zur 1 ml- 
Marke aufgefullt. Die Saule wurde in ein 15 ml-Gefa£ uberfuhrt und bei 2000g 
6 min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

(b) Nach Zugabe von je 1 00 des SauJenpuffers wurden die Saulen erneut 
zentrifugien. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. 

(c) Die DNA wurde auf die Saule gegeben, zentrifugiert (2000g 6 min.) und in 
einem ReaktionsgefaB aufgefangen. Die Endkonzentration dieser DNA-Probe 
betragt etwa 20 ng/ul. Sie kann uber langere Zeit (Monate bis Jahre) bei -20°C 
aufbewahn werden. 



Schritt 3 

In situ Hybridisierung der !, tag"-markierten genomischen DNA auf 
Interphasekerne der Linie Colo320 (HSR). 

A) Denaturierung der genomischen DNA der Colo320 (HSR) 
Interphasekerne. 

Reagenzien, Puffer und Losungen: 

Denaturierungslosung: 70% deionisiertes Formamid (fur die Molekularbiologie, Kac- 
Nr 1 12027, Merck, Darmstadt), 2x SSC, 50 mM Natriumphosphat (pH 7 mit 1 M 
HC1). 

Ethanol (eiskalt): 70%, 90% und 100%. 
Detaillierter Ablauf: 

1 . Die Denaturierungslosung wurde in eine Kiivette gegeben und in einem Wasserbad auf 
70°C erhitzt. 

2 . Das Deckglaser (76 x 26 mm) mit den zu untersuchenden Colo 320(HSR)-Zellkemen 
wurde genau 2 min in dieser Losung inkubiea und dann sofon in den kalten 70% 
Alkohol uberfuhrt. 

3 . Die Deckglaser wurden jeweils 5 min. in 70%, 90% und 100% Ethanol entwassen und 
dann luftgetrocknet. 

B) Prazipitierung und Denaturierung der "tag"-markierten DNA -Probe fur 
die in situ Hybridisierung. 

Reagenzien, Puffer und Losungen 
3 M Natriumacetat, pH 5.2. 

Deionisiertes Formamid (fiir die Molekularbiologie, Kat.- Nr 1 12027, Merck, 
Darmstadt). Die Deionisierung erfolgte durch Riihren des Fonmamids mit einem 
Ionenaustauscher (z. B. AG 501-X8 (D) Resin, Kat.- Nr. 142-6425 der Biorad, 
Miinchen). 

2x Hybridisierungspuffer: 4x SSC, 20% Dextransulfat. 
Detaillierter Ablauf: 

. 1 . 1 (ig der M tag M -markierten DNA und 50 ]X% humaner Cotl-DNA (Gibco-BRL, 
Eggenstein, Kat. Nr. 5279SA) wurden durch Zugabe von 1/20 VoJumen 3 M 
Natriumacetat und 2.5 Volumen 100% Ethanol prazipitiert. 



4. 

5. 
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C) In situ Hybridisi 



erung 



Detaillierrer Ablauf; 

1 • 12 Ml des Hybridisierungsnuxes mit der denatunenen DNA warden auf ein »ro,3es 

DeckgJas rmt den zu uncersuchenden ZelJkernen ge-eben 
- EuiISx 18 mm DeckgJas wurde aufgele*t 

3 ' DCCkgJ r ^ mC und das Praparac in 

eme. feucnten Rammer fur 4S h bei 37°C ,nkub,en. 

D) Waschen und Detektion der hybridWerten Zellkerne 

Reagenzien. Puffer und Losungen: 

WaschJosung A: 50% Formamid (p A Kat Nr 9*«4 vr . ^ > 
- WaschJosung B: 0. Lx SSC. ' DannSCad ^ 2 ^sd. 

WaschJosung C: 4x SSC, 0. 1 % Tween 20. 

WaschJosung D: 2x SSC, 0.05% Tween 20. 

"Blocldng-.Losung : 3% BSA, 4x SSC, 0.1% Tween ^0 

Detekrionspuffer: 1 % BSA, 4x SSC, 0. 1 % Tween ?0 

Ana-D I gox Jge ni n -R h odamin,FAB-Fra S mente(Kat,Nr P07750 Bo,h • 
Mannheim) Boehringer 

"Antifade"-L6sung: 0.233 ° DARrn n a tv . „ 

Tris-HCl. p H 8 . 0 ; 90% G,; C .^ C0 (, ' 4 - D '«^-"-oc t a„ e) , 20 m M 

4,6-diamino-2-Phenylindol (DAPI) 



Detaillierter Ablauf: 



- 11 - <~ 

1 . Die Waschlosungcn A and B wurden in einer KUvette auf 42°C im Wasserbad erwarmt. 

2 . Der Dichtring aus Fliissigklebstoff wurde vom Deckglas entfernt und dieses dann fur 3 
x 10 min. in WaschJos. A bei 42°C gewaschen. 

3 . Anschliefiend wurde in Waschlosung B 3 x 10 min gewaschen. 

4. 200 jil der "Blocking" -Losung wurden auf das Deckglas pipettiert, wieder ein 
Deckglas dariiber gegeben und 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubien. 

^ F)lP "TClfir.lnn<T"-T ncnno limrHp &r\tfe*'mf pfirt^flccon nmrrlon OflH 111 rl*c 

• — ' - — — Q — < ^ " U4MW JVUUU^JJWti *> \J W fAl UW>W 

Detektionspuffers mit 6 ug/ml Rhodamin-konjugienem Anti-Digoxigenin (Boehringer, 
Mannheim) auf das Deckglas gegeben und unter einem Deckglas 30 min. bei 37°C in 
einer feuchcen Kammer inkubien. 

6. Das groBe Deckglas mit den Zellkernen wurde dann in Waschlosung C dreimal je 10 
min bei 42°C gewaschen. 

7 . .Anschliefiend wurde das groBe Deckglas mit den Zellkernen 20 min in 2x SSC, in 
welchem 200 ng/ml (DAPI) gelosc waren, inkubien. 

3 . Waschen des Deckglases in Waschlosung D fur 1-2 min bei Raumtemperatur. 
9. Eindecken der hybridisienen Interphasekeme in "Amifade"-L6sung. 

Schritt 4 

Isolierung der hybridisierten Kerne durch Micromanipulation 
Cerate: 

Mikroskop Axioskop FS (Carl Zeiss, Jena) ausgeriistet fur die Fluoreszenzmikroskopie. 
De Fonbrune Mikromanipulator (Bachofer, Reutlingen). 

De Fonbrune Mikroschmiede (Bachofer, Reutlingen) zur Herstellung von Mikrospitzen. 
Glasplatten aus B270: GroBe 70 x 35 mm, Starke 6 mm; mit Absatz: Breite 26 mm; Tiefe 4 
nm. (Hergestellt durch Berliner Glas KG, Waldkraichburger StraBe 5, 12347 Berlin, Best. Nr 
3 100158 -PO/ eh). 

Detaillierter Ablauf: 

1 . Das groBe Deckglas mit den zu isolierenden Colo-Zellkernen wurde (mit den Zellen 
nach unten zeigend) auf die B270 Glasplatte gegeben; der Zwischenraum zwischen 
Sockelboden und Deckglas (bzw. Zellkernen) wurde mit "Antifade"-L6sung gefullt. 

2 . Eine in der Mikroschmiede hergestelite Mikrospitze wurde in den Mikromanipulator 
eingesetzt. Die Mikrospitze wurde m. H. der Mikroschmiede so ausgezogen, daB sie in 
einem Winkel von etwa 30° nach oben zeigte. 



3 . Die Mikrospitze wurde nun in den mit der Antifade-Losung gefiiilten Zwischenraum 
geschoben, so dafi sie von unten an die zu isolierenden ZelJkeme reichte. 

4 . Die Colokeme konnten unter Fluoreszenzbedingungen durch einen geeigneten Filter 
(Filtersatz Nr. 487915-9901 fur Rhodamin oder Filtersatz Nr. 487901-9901 fur DAPI. 
Carl Zeiss, Jena) im MikroskoD sichtbar oemacHr werripn rwrh Vmi/pnHimr a*,. 
Durchlichts war es auBerdem mogiich, g'eichzeitig die Mikrospitze zu erkennen. Auf 
diese Weise konnen die ZeUkerne einzeln auf die Mikrospitzen "aufzuspieSt" werden. 
(Anmerkung: Da die ZeUkerne in der "Anafade"-Losung nicht bruchig, sondern 
elastisch sind, konnen sie als Gauzes isolien werden). 

5 . Nachdem jeweiJs ein Kern mic einer Nadel aufgenommen war, wurde diese am 

Boden eines mit 20 ul K 2 C refflllten PCR-Rohrchens abgebrochen. Auf diese Weise 
konnten Populationen mit genau Lcfmierter Zellzahl an hybridisierten and 
rucht-hybridisierten Kernen isolien werden. (Anmerkung: Die nichc-hybridisierten 
ZeUkerne waren gleich behandelt worden wis die hybridisierten Kerne, jedoch war bei 
der in situ Hybridisierung keine "tag"-markiene DNA zuseseben worden. 

Im AnschluB an diesen Schritt erfolgte die DOP-PCR der isolierten Kerne. Dieses 
Protokoll ist identisch mi: Schritt 1 (Punkte 1-5), jedoch wird auBer den isolier- 
ten Kernen keine weitere Ausgangs-DNA zugegeben. Das DOP-PCR-Produkt 
wurde fur eine ubliche CGH-Analyse verwendet (vgl. Kallioniemi A, et al., 
Science 258:818, 1992, Kallioniemi O-P, et al., Genes Chromosom Cancer, 
10:231, 1994 und Lichter P, et al. in Human Chromosomes, Hrsg. Verma R.S. 
■nd Babu A., New York, 1995, S. 191). Es zeigte sich, dal2 mit dem erfindungs- 
^emafsen Verfahren in 30 bzw. 10 Colo320 (HSR) Zellen zwischen 89% und 
94% aller Chromosomen-Uberreprasentationen erkannt wurden, wahrend es 
ohne das TGH-Verfahren nur zwischen 38% und 44% waren. Ferner liegt der 
Anteil der falsch-positiven Befunde in der TGH-behandelten Gruppe deutlich 
niedriger als in der nicht-TGH-behandelten (7 gegenuber 1?) (vgl. Fig. 2). 
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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen" 

Unser Zeichen: K 2322 - hu / km 



Anspruche 

Verfahren zum Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von 
Zellen, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplication der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der am- 
plifizierten DNA von (a), 

(c) Amplification von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von 
(a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten 
DNA von (c) in ublicher Weise. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zellen von Tumoren stammen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die zu unter- 
suchenden Zellen aus dem Blut von schwangeren Personen stammen. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafc die zu 
untersuchenden Zellen solche einer kleinen Zellpopulation oder Einzelzellen 
sind. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, dafc 
die zu untersuchenden Zellen einen Interphase-Kern aufweisen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daR, 

rl i o tan.Primor A /■» « ^ « * - r» _i 

w.w w« a . m.hwi ucycucidiivc rfimer SiHu. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Identifizierung von (d) ein CGH-Verfahren umfaSt. 

Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 7, 
umfassend die foigenden Komponenten: 

(a) amplifizierte DNA aus normalen Zellen, wobei die DNA von tag- 
Primern flankiert ist, 

(b) tag-Primer, und ubliche 

(c) Hiifsmittel, insbesondere solche, die sich zur Identifizierung numeri- 
scher Veranderungen in einer DNA eignen. 
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Anmeider: Deutsches Krebsforschungszentrum 

"Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zellen" 

Unser Zeichen: K 2322 - hu / ma 



Zusammenfassung 

Nachweis numerischer Veranderungen in der DNA von Zeilen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis numerischer 
Veranderungen in der DNA von Zellen, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Isolierung von DNA aus normalen Zellen und Amplifikation der DNA 
mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung von tag-Primern, 

(b) In situ Hybridisierung von zu untersuchenden Zellen mit der amplifizierten 
DNA von (a), 

(c) Amplifikation von DNA aus den in situ hybridisierten Zellen von (b) mittels 
eines PCR-Verfahrens unter Verwendung der tag-Primer von (a), und 

(d) Identifizierung numerischer Veranderungen in der amplifizierten DNA von 
(c) in ublicher Weise. 



Ferner betrifft die Erfindung einen zur Durchfuhrung des Verfahrens geetgneten 
Kit. 



Schematische Darstellf , , der "Tagoed Genome Hvbri<^ . tion" 



L) Herstellung ernes representativen t! tag"-markierten DNA-Pools aus 

genomischer DNA normaler Zellen mittels eines universellen PCR-Verfahrens. 



PGR 



genomische DNA 



universelle 
PCR-PrLmer 
(z.B. DOP-Primer) 



"tag" -markierter 



DNA -poo I 



2.) In situ Hybridisierung von Interphasekernen mit " tag"-markiertem DNA-pooI. 




Interphase-Kern 
mit Chromosomen-Domiinen 



in situ 
Hybridisierung 



'tag" -markierter 
DNA-pool 




3.) Universelle PCR der isolierten Interphase-Kerne mit identischem Primer 
(siehe Schritt a) 
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